Rev. chil. endocrinol. diabetes 2009; 1: 13-18

Articulo Original

La melatonina reduce la respuesta de cortisol
al ACTH en humanos

Carmen Campino'?, Francisco Valenzuela?®, Eugenio Arteaga’, Claudia Torres-Farfan®,
Cristian Trucco’, Alfredo Velasco®, Sergio Guzman?, Maria Seron-Ferré?4?

Melatonin reduces cortisol response
to ACTH in humans

Background: Melatonin receptors are widely distributed in human tissues but they have not been
reported in human adrenal gland. Aim: To assess if the human adrenal gland expresses melatonin
receptors and if melatonin affects cortisol response to ACTH in dexamethasone suppressed volun-
teers. Material and Methods: Adrenal glands were obtained from 4 patients undergoing unilateral
nephrectomy-adrenalectomy for renal cancer. Expression of mMRNA MT1 and MT2 melatonin recep-
tors was measured by Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). The effect of
melatonin on the response to intravenous (i.v.) ACTH was tested (randomized cross-over, double-
blind, placebo-controlled trial) in eight young healthy males pretreated with dexamethasone (1 mg)
at 23:00 h. On the next day, at 08:00 h, an i.v. line was inserted, at 08:30 h, and after a blood sam-
ple, subjects ingested 6 mg melatonin or placebo. At 09:00 h, 1-24 ACTH (Cortrosyn, 1 ug/1.73 m2
body surface area) was injected, drawing samples at 0, 15, 30, 45 and 60 minutes after. Melatonin,
cortisol, cortisone, progesterone, aldosterone, DHEA-S, testosterone and prolactin were measured
by immunoassay. Results: The four adrenal glands expressed only MT1 receptor mRNA. Melatonin
ingestion reduced the cortisol response to ACTH from 14.6 = 1.45 ug/dl at 60 min in the placebo
group to 10.8 = 1.2 ug/dl in the melatonin group (p < 0.01 mixed model test). It did not affect other
steroid hormone levels and abolished the morning physiological decline of prolactin. Conclusions:
The expression of MT1 melatonin receptor in the human adrenal, and the melatonin reduction of
ACTH-stimulated cortisol production suggest a direct melatonin action on the adrenal gland (Rev
Méd Chile 2008; 136: 1390-7).
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Introduccion

a neurohormona melatonina es un transductor neu-

roendocrino del ciclo luz-oscuridad. Su secrecion

aumenta con el inicio de la oscuridad, alcanzando
su maximo en la mitad de la noche y cayendo abruptamente
al amanecer, indicando tanto el comienzo y la duracion de
la noche como las estaciones del afio’. Asi el ritmo diario
de melatonina es una sefial cronobi6tica, es decir, permite
al individuo ajustar sus funciones fisiologicas al ciclo luz-
oscuridad imperante?.

La identificacion de receptores de melatonina en una
variedad de tejidos en humanos y en animales ha estimulado
labusqueda de otras funciones fisioldgicas de lamelatonina®.
Recientemente ha despertado interés su posible accién
sobre la esteroidogénesis. La melatonina actla a través

de 2 receptores de membrana llamados MT1 y MT2. En
humanos, ambos receptores de melatonina estan presentes
en tejidos esteroidogénicos como la placenta y células de
la granulosa*®. Adicionalmente, estudios realizados en
animales demuestran la presencia solo del receptor MT1 en
las células de Leydig de la rata y hamster y en la glandula
suprarrenal de rata adulta y de fetos y adultos de primates no
humanos®®, En esta Gltima glandula, la melatonina inhibe
la expresion de genes circadianos y también la produccion
de cortisol estimulada por ACTH®?.

En humanos, los ritmos circadianos de melatonina y de
cortisol en plasma tienen fases opuestas, es decir el alza
nocturna de melatonina coincide con los valores bajos del
ritmo de cortisol y viceversa®?. Por otra parte, la supresion
aguda de melatonina producida por una breve exposicion a
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luz brillante al final de la noche se asocia con un alza brusca
del cortisol plasmatico y salival®®*. Sin embargo, estudios
realizados en mujeres y hombres, tratados con distintas dosis de
melatonina, a distintas horas del dia, en una o varias ocasiones,
o estudiando el efecto de la administracion de melatonina
sobre la produccion de cortisol estimulada por ACTH, tanto
exdgena como enddgena, no han mostrado efectos claros sobre
la concentracién plasmatica de cortisol*>*°. Dada la compleja
regulacion de la corteza suprarrenal, es posible que en estos
estudios un potencial efecto inhibidor de melatonina sobre
la produccion de cortisol haya sido enmascarado por los
mecanismos de feedback entre cortisol y ACTH20.

El presente estudio fue disefiado para investigar la hipotesis
de que la melatonina modula la respuesta de cortisol a
ACTH en humanos. Para ello investigamos: 1) Si la glandula
suprarrenal humana expresa receptores de melatonina; y
2) Si una dosis Unica de melatonina [6 mg, dentro de los
margenes usados como agente cronobidtico?], tiene un efecto
inhibitorio agudo sobre la produccion de cortisol estimulada
por ACTH en sujetos suprimidos con dexametasona para
evitar la interferencia del eje hipotdlamo-hipofisis.

Sujetos y Métodos

Los protocolos, aprobados por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica
de Chile fueron explicados a los participantes, quienes
entregaron su consentimiento informado de acuerdo a las
pautas de la Declaracion de Helsinki.

Identificacion de los receptores de melatonina en glandula
suprarrenal humana por RT-PCR. Se obtuvo tejido suprarrenal
de 4 pacientes sometidos a nefrectomia-suprarrenalectomia
por cancer renal. Aproximadamente 100 mg de corteza
suprarrenal fueron guardados en TRIzol (Life Technology
Inc., Rockville, MD, USA) y el resto fue enviado a Anatomia
Patologica. Tres suprarrenales correspondian a tejido
normal y la cuarta a un adenoma. En un caso se removié
tejido renal normal adyacente al tumor que fue usado
como control positivo®. El ARN total fue extraido usando
TRIzol y la expresion de mARN de los receptores MT1 y
MT2 de melatonina y 18S-rARN en glandula suprarrenal
y en tejido renal fue analizada por RTPCR usando los
partidores y la metodologia previamente descrita®®. La
banda correspondiente al producto de PCR del receptor MT1
fue cortada, reamplificada, purificada y luego secuenciada
en el Departamento de Ecologia, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile,
determinandose la identidad con la secuencia reportada
para el receptor MT1 humano usando el programa BLASTN
2.2.1 (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Efecto agudo de la melatonina sobre la esteroidogénesis
suprarrenal en respuesta a ACTH. Se reclutaron 8 hombres
clinicamente sanos, no obesos (indice de masa corporal,
X + EE = 24,8 + 0,75 kg/m?), sin trastornos de suefio, no

fumadores, sin ingesta de medicamentos, de edades entre
24-34 afios (X + EE = 27,25 + 1,23 afios) y con funcién
suprarrenal normal evaluada en 1 muestra de sangre tomada
a las 09:00 horas, en ayunas, dos semanas previas al estudio
(muestras preestudio). La concentracion promedio de ACTH
fue 14,3 + 1,7 pg/ml (valor de referencia, VR: 10-60 pg/
ml); cortisol 11,1 £ 1,4 pg/dl (VR: 6,4-15 pg/dl); DHEAS
403,1 +53,4 ug/dl (VR: 281-606 nug/dl) y progesterona 68,4
+ 4,35 ng/dl (VR: 10,1-120 ng/ dl). El dia previo al inicio
del estudio, los sujetos ingirieron 1 mg de dexametasona
(2 tabletas de 0,5 mg, Oradexon, Organon, Holland) a las
23 h Al dia siguiente, los sujetos ingresaron a las 07:45 h,
en ayunas, a la sala metabolica del Hospital Clinico de la
Pontificia Universidad Catolica de Chile, permaneciendo en
posicion supina durante todo el protocolo. La iluminacién
de la sala fue de 300 lux de luz artificial al nivel de los ojos
de los voluntarios. A las 08:00 h se les instald una branula
heparinizada en una vena antecubital de un antebrazo y a
las 08:30 h se les extrajo una muestra de sangre (tiempo:
30 min). Inmediatamente después los sujetos ingirieron 2
capsulas de 3 mg de melatonina pura (Sigma, St. Louis, USA)
o placebo (almidon), preparadas en la Farmacia Cruz Verde,
Santiago, Chile. Treinta minutos después, previa extraccion
de otra muestra de sangre (tiempo 0), se les inyect6 en el
otro antebrazo una microdosis, recién preparada, de 1-24
ACTH [1pg/1,73 m? de superficie corporal; Cortrosyn,
Organon, Holanda'®*?°], tomandose muestras de sangre
15, 30, 45 y 60 min después de la inyeccion. Los sueros
0 plasmas se separaron inmediatamente, guardandose en
alicuotas a —20°C hasta su analisis. En todas las muestras
se midi6 melatonina, cortisol, cortisona, progesterona,
DHEA-S y prolactina. La medicion de prolactina tuvo por
objeto servir de control del estudio dado que se conoce que
melatonina induce aumento de sus niveles circulantest®"18,
Ademas se midio6 aldosterona y testosterona en las muestras
de sangre extraidas a —30 min y 60 minutos post ACTH.
Los protocolos se realizaron separados por 7 dias y el
orden “droga activa” versus placebo se decidio al azar en
protocolo cruzado, doble ciego. Efectuamos la prueba de
ACTH a las 08:30 h, ya que la respuesta de la glandula
suprarrenal a ACTH es mayor a esta hora?>%,

ACTH se midi6 por inmunoensayo automatizado, en
un equipo Immulite 2000 de DPC (Diagnostic Product
Corporation, Morganville, New Jersey, USA). Melatonina,
cortisol, cortisona y testosterona se midieron por RIAs,
previamente descritos®?-?". Progesterona, aldosterona (RIA),
prolactina (IRMA) y DHEA-S (RIA) se midieron usando
kits comerciales DPC (Diagnostic Product Corporation,
Los Angeles, CA, USA) y por DSL (Diagnostic Systems
Laboratories, Inc. Texas, USA). Los coeficientes de
variacion intra e interensayo fueron inferiores a 15%.

Analisis de los resultados. Las concentraciones hormonales
se expresaron como promedio = E.E. El curso temporal
de la concentracion de melatonina y prolactina en plasma



y la respuesta a ACTH de los distintos esteroides fue
analizada por ANOVA de una via para muestras repetidas
seguida de test de Tukey usando el programa GraphPad
Prism software (version 4.0; GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA). Las comparaciones entre los grupos que
tomaron placebo y melatonina se realizaron por el analisis
de modelos mixtos28 del programa Statistical Analysis
System (SAS; Pre-Production version 9.00 level TS 00MO,
NC; USA). Las diferencias se consideraron significativas
cuando p < 0,05.

Resultados

Identificacion del receptor de melatonina en la glandula
suprarrenal humana por RT-PCR. La glandula suprarrenal
humana expresa el receptor MT1 de melatonina como
se observa en la Figura 1. Productos de PCR del tamafio
correspondiente al receptor MT1 humano se obtuvieron
tanto en las 3 glandulas suprarrenales normales como en
el adenoma suprarrenal. La secuencia de este producto fue
idéntica a la secuencia entre las bases 477-912 del mARN
del receptor MT1 de melatonina correspondiente a los
dominios transmembrana 3-6 de la proteina (Genbank GI:
60498974 for homo sapiens melatonin receptor 1 A (MTNR
1 A) mARN?., En contraste, no se detectdé la expresién
del mARN del receptor MT2 en suprarrenal, mientras que
expresion de MT1 y MT2 se detectd en el tejido renal usado
como control positivo?.

Efecto agudo de la melatonina sobre la esteroidogénesis
suprarrenal en respuesta a ACTH. La ingesta de melatonina
en la dosis utilizada para lograr efectos cronobioticos?®,
provocod un alza en las concentraciones plasmaticas de
melatonina las que se mantuvieron a lo largo del test de
ACTH (Tabla 1). Como era predecible, el tratamiento
con dexametasona redujo las concentraciones de cortisol,
aldosterona, progesterona, DHEA-S y cortisona.
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La melatonina disminuy¢ la respuesta del cortisol al ACTH
obteniéndose valores méas bajos que en el grupo placebo a
los 45 y 60 min (Figura 2; p < 0,05, anélisis de modelos
mixtos). La melatonina no modificé las concentraciones
basales de ninguno de los esteroides ni la respuesta de
cortisona, aldosterona y progesterona al ACTH (Tabla 2).
DHEA-S vy testosterona no respondieron a la inyeccion de
ACTH y la melatonina no modifico las concentraciones de
estos 2 esteroides (Tabla 2).

Adrenal

1 2 3 4

Figura 1. Expresién del mARN de los receptores MT1 y MT2
de melatonina y de 18S-rARN en glandula suprarrenal huma-
nay en tejido renal analizado por RT-PCR. Linea 1: Adenoma
suprarrenal. Carriles: 2, 3, 4: Glandulas suprarrenales norma-
les. En las muestras de tejido suprarrenal, los productos de
PCR para los receptores MT1 y MT2 de melatonina se obtuvie-
ron a partir de concentraciones de cADN equivalentes a 300
ng de ARN y para 18S-rARN a 150 ng de ARN. En el tejido
renal, los productos de PCR para los receptores MT1y MT2 de
melatonina y para 18SrARN se obtuvieron a partir de concen-
traciones de cADN equivalentes a 150 ng de ARN.

Kidney

435 bp

Tabla 1. Curso temporal de la concentracion de melatonina en plasma (pg/mL) en sujetos suprimidos con dexameta-
sona (n = 8) después de ingerir una dosis Unica de melatonina (6 mg) o placebo.

Tiempo (minutos) Placebo Melatonina
Basal (- 30) 40,0+ 7,1 45,5+ 5,4
(0) 459 + 2,2 7746,9 + 1707 ,4*,1
(+15) 47,159 9316,8 + 1836,8*,1
(+30) 52,1+3,7 10778,1 +2210,1*,1
(+45) 50,8 +6,8 8458,7 + 1341,1*,1
(+60) 47,7 +7,1 6978,1 = 1279,1*,1

Los valores corresponden a promedio + EE. El tiempo indicado entre paréntesis se refiere al tiempo de la administracion de ACTH (ver
métodos). La melatonina fue ingerida inmediatamente después de extraer la muestra basal.

*Distinto del basal (p < 0,05 ANOVA de una via para muestras repetidas y prueba de Tukey para encontrar las diferencias.

t Distinto del placebo a los mismos intervalos de tiempo (p < 0,01 analisis de modelos mixtos).
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Figura 2. Efecto de melatonina sobre la concentracion plas-
matica de cortisol (x = EE, n = 8) en respuesta a 1-24 ACTH (1
ug/1,73 m? de superficie corporal, i.v.) en sujetos suprimidos
con dexametasona. Placebo (circulos vacios) o una dosis Unica
de melatonina (6 mg, circulos llenos) fueron ingeridos al tiem-
po que indica la pequena flecha blanca.

* Diferente a ACTH con melatonina (P < 0,01, anélisis de mo-
delos mixtos).

Valores corresponden a promedio + EE. Una dosis Unica de
melatonina (6 mg) o placebo fue ingerida 30 min antes de la
inyeccion de ACTH. NM: no medido.

*p < 0,05 versus tiempo —30 o cero.

Prolactina. La prolactina mostr6é un progresivo descenso a
lo largo de los 60 min de duracion del test de ACTH en el
grupo placebo (Tabla 3). Esta disminucion fue revertida por
el tratamiento con melatonina, obteniéndose concentraciones
mas altas de prolactina que en el grupo placebo desde los 30
a los 60 min post ACTH.

Discusion

Nuestro estudio demuestra la presencia del receptor MT1
de melatonina en la glandula suprarrenal humana y un
efecto agudo de la melatonina disminuyendo la produccién

de cortisol estimulada por ACTH en voluntarios pretratados
con dexametasona.

Hasta ahora no habia sido investigada la presencia de
receptores de melatonina en la glandula suprarrenal humana.
En este estudio, encontramos por primera vez la expresion
del mARN del receptor MT1 en las 3 muestras analizadas de
tejido suprarrenal normal y en una de adenoma suprarrenal.
La expresion del mARN del receptor MT2 no se detectd
en ninguna de las muestras de tejido suprarrenal, usando
las mismas concentraciones de cADN usadas para analizar
el receptor MT1. En cambio detectamos la expresion de
mARN para el receptor MT1 y MT2 en el tejido humano
renal como ha sido previamente publicado® y fue usado
como control positivo. Estos resultados son similares a los
observados por nosotros en la corteza suprarrenal de la rata
y del mono capuchino®,

En este estudio, las concentraciones de melatonina
alcanzadas en el plasma fueron mas altas que las descritas
por Fischer®, dando una dosis similar, lo que podria deberse
a diferencias en las condiciones experimentales, ya que
nosotros administramos la melatonina a las 08:30 h después
de un ayuno de 12 h 'y Fischer dio la melatonina (5 mg) a las
22:00 h sin especificar la hora de la tltima comida.

En las condiciones en que se realizd este estudio, el
tratamiento con melatonina mostré un efecto agudo in vivo
reduciendo la produccion de cortisol en respuesta al ACTH.
Este efecto fue ejercido sin afectar las concentraciones
basales de cortisol, suprimidas por la administracion de
dexametasona la medianoche anterior. La disminucion de
la respuesta del cortisol fue detectada a los 45 y 60 min
después de la inyeccion de ACTH, fue de magnitud variable
y se observé en 7 de los 8 sujetos seleccionados. La

Tabla 2. Efecto de la melatonina sobre el curso temporal de las concentraciones plasmaticas de cortisona (E), pro-
gesterona (P4), aldosterona (Aldo), DHEA-S y testosterona (T) inducida por ACTH, en sujetos suprimidos con

dexametasona (n = 8).

Placebo

Tiempo E P Aldo

4

minutos pg/dli ng/dl ng/dl pg/dl ng/dl

DHEA-S T

Melatonina
E P Aldo

4

pg/dl ng/dl| ng/dl

-30 044+0,03 520+5,2 55+£10 2283£21,2 5098+288
0 0,38+0,04 51757 NM 2181£20,2 M

+15 161+0,16%  100,7+9,5* NM 239,0£21,0 NM

+30 2,22+0,10*  1123+7,0* NM 253,3£125.2 NM

+45 2,46+0,11% 1006 £5,6* NM 240,6 + 18,8 M

+60 2,49+0,08 895+69% 118+16% 2446+248 4809+212

038+0,04 52759 3710 2109 £18,1 510,6 £29,9
0,38+0,03 518+6,5 M 2028+ 18,6 NM
145+0,10*  995+£59* NM 2075+ 146 NM
215£0,12*  101,5+9,5* NM 215,1£16,0 M
229+0,15*  926+78* M 2144 +189 NM
232£0,16*  798+45% 91+15* 218,8+258 483,0+31,7



melatonina no mostré efectos significativos en la respuesta
a ACTH sobre los otros esteroides suprarrenales medidos:
progesterona y aldosterona como tampoco sobre cortisona.
Las concentraciones plasmaticas de estos esteroides al
igual que las de cortisol disminuyeron con el tratamiento
con dexametasona comparado con los valores obtenidos
en las muestras preestudio o con valores normales basales
obtenidos en estudios previos®!.

Como era esperable, dexametasona y ACTH no indujeron
cambios significativos en las concentraciones de testoste-
rona®. La concentracion de testosterona tampoco fue
afectada por melatonina, apoyando una accion especifica de
la melatonina sobre la respuesta del cortisol al ACTH. La
disminucion de la respuesta de cortisol a ACTH inducida
por melatonina no fue debida a un aumento del metabolismo
a cortisona, ya que la concentracion de cortisona aumento
a valores similares en los sujetos tratados con placebo o
con melatonina. Por otra parte, las concentraciones de
progesterona, medidas para identificar indirectamente un
posible efecto inhibitorio de melatonina sobre la enzima 383-
hidroxiesteroide dehidrogenasa, aumentaron en respuesta a
ACTH, sin demostrarse diferencias entre el grupo placebo
y el tratado con melatonina. En cambio, nuestros estudios
previos realizados in vitro en corteza suprarrenal de mono
capuchino muestran que melatonina inhibe la expresion de
la enzima 3B-hidroxiesteroide dehidrogenasa estimulada por
ACTH?®?. La diferencia con el presente estudio puede ser
atribuida a la duracién de los protocolos ya que in vitro la
exposicion a ACTH y a melatonina fue de 48 h. La respuesta
de la aldosterona al ACTH fue similar entre el grupo placebo
y el tratado con melatonina, lo que sugiere que el efecto
inhibitorio de melatonina se ejerce especificamente en la
linea glucocorticoidea de la esteroidogénesis.

Varios investigadores han estudiado el efecto de melatonina
sobre la respuesta de cortisol inducida por ACTH tanto
enddégena o como exodgena. Perras y cols®®, no detectaron
efectos de melatonina sobre la respuesta de cortisol a la
hipoglicemia por insulina al comienzo de la noche. Una
situacion similar se observo cuando se estimulé con ACTH
exdgena'”8. Considerando la complejidad de la regulacién
de la corteza de la glandula suprarrenal in vivo® es posible
que la presencia de un eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal
funcional haya enmascarado los efectos de la melatonina
sobre el cortisol plasméatico en estos experimentos, lo que
explicaria las diferencias con nuestro protocolo, en el que
se freno dicho eje con dexametasona.

Un segundo efecto agudo de la melatonina observado en el
presente trabajo fuelaprevencion deladisminucion fisiologica
de la prolactina observada en el grupo placebo entre las
08:00-10:30 h, sin alcanzar valores de hiperprolactinemia.
Una disminucion circadiana de la prolactina a estas horas,
similar a la observada en el grupo placebo de nuestro
estudio, ha sido descrita en voluntarios no tratados con
dexametasona33,34. Estos resultados concuerdan con
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los de otros investigadores'>7® y podrian atribuirse a las
acciones inhibitorias de la melatonina sobre la liberacién de
dopamina hipotaldmica, como ha sido descrita en la rata®.

En resumen, este estudio muestra por primera vez la
expresion del receptor MT1 de melatonina en la glandula
suprarrenal humana y muestra que la ingestion de
melatonina disminuye en forma aguda la produccién de
cortisol estimulada por ACTH en sujetos suprimidos con
dexametasona. Aunque el disefio experimental del presente
estudio no permite establecer si la reduccion de la respuesta
de cortisol a ACTH in vivo fue debida a acciones directas
sobre la glandula suprarrenal como hemos demostrado
anteriormente en otras especies®!?, el hecho que esta glan-
dula exprese el receptor MT1 de melatonina abre esta
posibilidad.
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